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ヒ トデ類は二枚貝な どの海 産有用種 を捕食す ることや 、延 縄や 刺 し網な どの漁
獲物 を捕食す ること、また漁 網 に絡 んで作業 の支障にな る こ とな どか ら、水産増
養殖、漁業の現場では害敵生物 として位置付 け られてい る。 そのた め、定期的な
駆除 を行 う海 域 もあるが、その効果 は一時的 なもので しか ない。この要 因 と して、
他 の海域で発 生 した幼生が駆 除海域へ移入 して くるこ とや 、繁殖 単位 となる集 団
その ものにダメージを与えて いない ことな ど力湾 え られ る。 しか し、 この要因を
捉 えるために必要 な、 ヒ トデ類 の集 団の構 成、地理的分化 の有無や地域間の混合
の程度な どの遺伝的集 団構造 は明 らかに されていない。
イ トマキ ヒ トデ(∠L8孟θ血2ρ θ6曲)と キ ヒ トデ(∠bぬ 舳5刎 ㎜ 謡5)は
共に 日本 沿岸 に広 く分布 し、駆 除の対象 とな ることか ら沿岸 漁業 とかかわ りの深
い種 である。 これ らは沿岸域 で同所 的に生息 し、発生様 式 もほぼ共通す る種で あ
るが、幼生の浮遊期 間はイ トマキ ヒ トデで1ヶ 月程度 、 キ ヒ トデで3-5ヶ 月 と
異 なってい る。従 って これ ら2種 の ヒ トデ類 を同所的 に採集 し、同様 の遺伝マー
カー を用いて解析すれば、それ ぞれ の集 団構造 を把握 で きる と共 に、 ヒ トデ類 の
集団の生態 的特徴 と遺伝的特徴 の関係 につい ても知見 を得 る ことができる と期待
され る。
本研究 は、 日本 におけるイ トマキ ヒ トデ とキヒ トデ を対 象 に、多 くの水産動物
で集 団構造解析 のマーカー として活用 されてい るアイ ソザイ ム分析 と、高変異性
で母性遺伝 とされ るmtDNA調 節領域のPCR・R:FLP分 析 を行 い、 これまで殆 ど
知 られていない ヒ トデ類 の集 団構造 を遺伝学 的に明 らか にす るこ とを 目的 とした。
また、同所的 に採集 した2種 の標本 を複数 の遺伝マー カー で分析 したデータを生
か して、 ヒ トデ類2種 の集 団構造 の成立過程 について考察 した。
【第1章 】
アイ ソザイム分析による沿岸性 ヒ トデ類2種 の集団構造
遺伝学的解析 が殆 ど見 られ ない イ トマキ ビ'トデ とキ ヒ トデ の集 団構 造を捉 える
た めに、多 くの水産動物 での報告 があるアイ ソザイム分析 を行 った。実験 に用い
たイ トマキ ヒ トデは北海道 か ら中国地方 にわた る10地 域 で採集 した34個 体か ら
137個 体、 キ ヒ トデは前者 と重複す る9地 域 で採集 した37個 体 か ら109個 体で
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ある(表1、 図 、1)。アイ ソザイ ムの検 出は水 平式 デ ンプンゲル電気泳動法 に よっ
て行 った。2種 共 に管足、幽門盲嚢 、直腸盲嚢 で28酵 素 についてアイ ソザイム の
発現 を調 べた ところ、イ トマ キ ヒ トデ では管足 か ら検 出 される9酵 素10遺 伝子
座、キ ヒ トデ では12酵 素13遺 伝 子座 が遺伝マー カー と して使え るこ とがわか っ
た。
それ らを標識 どして遺伝的変異性 を求 めた ところ、 多型遺伝子座 の割合(P)
はイ トマ キ ヒ トデ で0.44(0.38-0.50)、 キ ヒ トデ では0.40(0.33-0.50)、 ヘ テ
ロ接合体率 の期待値(且e)は 前者 で0.186(0.166-0208)、 後者 で0.182(0.168
-0 .198)で あった。両種共に魚類や 貝類 で報告 されて い る値 よ り高い値 を示 した。
次に、遺伝 的分化 についてみる と遺伝 子分化係数(GST)は イ トマキ ヒ トデ で0.010、
キ ヒ トデで は0.037で あった。 また、Neiの 遺伝 的距離(D)は 前者 で0.00263
(0.00077-0.00667)と 低い値 を示 した のに対 し、後者 では0.00960(0.0008-
0.0230)と 高い値 を示す と共 に広 く分布 した。この遺伝的 距離 を基 にUPGMA法
に よってデ ン ドログラムを作成 した ところ、図2に 示す よ うに、キ ヒ トデ はイ ト
マ キヒ トデ よ りも地域 間の遺伝 的差異 が顕著 に大 きい ことが示 された。 さらに、
イ トマキ ヒ トデでは地理的分化 が認 め られなかったが、 キ ヒ トデで はある程度 遺
伝的に分化 した北海道、東北、瀬 戸 内、本州 日本海 とい う4つ の グル ープの存在
が示唆 され た。
以上 の結果 か ら、イ トマ キ ヒ トデ とキ ヒ トデ は異 な る集団構造 を保 有す るこ と
が判 明 した。 しか し、地域間 の混合 に寄 与す ると予想 され る幼生の浮 遊期間 は、
遺伝的分化 の大 きいキヒ トデで長 く、2種 間の遺伝 的分化の程度 の違 い は幼 生や
成体 の混合 の程度 の違いでは説明 で きなかった。
【第2章 】
ミ トコン ドリアDNA調 節 領域 のPCR・R:F:LP分 析に よる
沿岸 性 ヒ トデ類2種 の集 団構 造
前章 において2種 間の遺伝 的分化 の程度 の違 いを説 明できなか った要因 と して、
マーカーの感 度が不充分だ った こ とや2種 におけ る分布 域 の拡大 と隔離の時 間的
経過が異な る可能性 が考 え られ た。 そ こで、核DNAに 比べて進化速度 が速 く、
母性遺伝 を し、ハ プ ロタイプ と して変異 の蓄積過程 を時間軸 との関係 で捉 え られ
るmtDNAのPCR・R:F:LP分 析 に よ り2種 の集 団構 造 を解析 した。
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DNAサ ンプル は、成 体か らはDNAzol、 幼生か らはChelex100を 用 いて抽 出
し、PCRの 鋳型 と した。皿tDNA調 節領域 のPCRに よる増幅 は、表2に 示 した
プライマー を用いて行 った。PCR産 物 と制 限酵 素によるそれ らの消化 断片は2%
アガ ロースゲル で分離、検出 した。
まず 、PCR・R:F】}P分 析 によるデー タをハ プ ロタイプ と して扱 えるこ とを確 かめ
るため、交配 に よって得 られた幼生 と両親 を用い てmtDNAの 遺伝様式 を調べ た。
交配 はmtDNA調 節領域 の切断型が異なる雌雄 の個体を親 として、人工授精 に よ
り行 った。 イ トマキ ヒ トデは3交 配区、 キヒ トデは2交 配 区について調 べた。
そ の結果 、イ トマ キ ヒ トデの交配 区1(♀1× ♂2)に ついて母型 と父型 を区別
で きる制 限酵素 勧 皿1で 親 と子の切断型 を調べた ところ、子供は23個 体全てで
母親 と同 じ切断型 を示 した(図3、 表3)。 同様 に他の2交 配 区において も子供 は
全て母親 と同 じ切 断型 を示 した。キ ヒ トデ において も2交 配 区において調べた子
供は全 て母親 と同 じ切 断型 であった。以上 よ り、イ トマキ ヒ トデ とキ ヒ トデにお
いてmtDNAは 母性遺伝 し、PCR・R:F:LPに よる個体のデ ータはハプ ロタイプ と
して扱 えるこ とを確 証 した。
次 に、mtDNA調 節領域 のPCR・R:F:LP分 析 に よって2種 の集団構 造 を解析 し
た。用 いたサ ンプル はアイ ソザイム分析 に用い たものの うち、イ トマ キ ヒ トデは
7地 域 計250個 体、 キ ヒ トデ は7地 域の233個 体 である(図4)。
イ トマキ ヒ トデ について調べ た ところ、13ハ プロタイプが観 察 され た。それ ら
は1つ の主要ハプ ロタイ プ(H:Ap・01)か ら1～2つ の制 限サイ トが異 なる程度 に
派生 した近縁 なグル ープを形成 していた(図5)。 各地域 にお けるハプ ロタイプの
組成 を見 る と、いず れの地域で も主要ハプ ロタイプは共通で あったが(図6)、 ハ
プ ロタイプ頻度 は北 日本 と西南 日本 の間で有意 に異な り、南北間の遺伝 的分化が
示 され た。
キ ヒ トデ について調べ た ところ、36ハ プ ロタイプが観察 された。それ らには3
っの主要なハプ ロタイ プH:Aa-01、02、04が 存在 し、それ らか ら派生 した3つ の
グル ープ を形成 した(図7)。 また、主要なハプ ロタイプ聞では2～4つ の制限サ
イ トの違い を示 していた。 各地域 にお けるハプ ロタイプ組 成 をみる と、地域 によ
って主要 なハプ ロタイプは異な り(図8)、 地域間でハプ ロタイプ頻度 に有意差が
認 め られ た。
以上 の結果 をま とめて、mtDNA・RF:LP分 析 に よる2種 のデ ン ドログラムの比
較 した ところ(図9)、 両種 共に南北間で遺伝子流動 の制 限が起 きてい た。しか し、
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キ ヒ トデ にお いて遺伝的分化の程度 は顕著に大 きか った。 この ことに加 え、ハプ
ロタイ プ数お よびハプロタイプ間の制 限サイ トの差異数 も2種 で大 き く異な って
いたこ とか ら、2種 は集 団の形成過程 が異 な り、 キヒ トデ がイ トマ キ ヒ トデ よ り
も日本沿岸 に分布 してか らの歴史が長 い もの と考 え られ た。
【第3章 】
総合考察
アイ ソザイム とmtDNAを 同時に用いて、2種 の ヒ トデ類 の集 団構 造 を調べ た
結果、両種 とも 目本沿岸 において遺伝 的分化が示 され地域集 団 を形成 してい るこ
とが明 らか となった。 しか し、遺伝 的分化の程度 は2種 間で大 き く異 な り、それ
はそれ ぞれ の種 が 日本 沿岸 に生息す るよ うになってか らの経過 時間の違 いに起 因
す ると考 え られ た。Neiの 遺伝的距離 を基 に推 定 され る分岐年 代は キ ヒ トデ にお
いて最 も遺伝 的 に離れ た地域 間で7.8万 年 か ら11.5万 年 であ った。これ を地質年
代 と照合す る と最終氷期以前 の リス ・ウル ム間氷期 に相 当す るこ とか ら、 キ ヒ ト
デ は最終氷期 の期間を通 じて 日本沿岸 で の分布 を拡大 させ た こ とが示 唆 され 、イ
トマキ ヒ トデ は最終氷期以後 に 日本沿岸 に侵入 した と考 え られ た。 また、イ トマ
キ ヒ トデ とキ ヒ トデ の近縁種の現在 の分布域 か ら、イ トマ キ ヒ トデ は南方か ら、
キ ヒ トデ は北方 か ら日本 沿岸 に侵入 した と推 定 され る。
以上 よ り、 キ ヒ トデが先行 して北海 道以北 よ り日本沿岸 に分布 を拡 大 させ、最
終氷期 の間 には外海 と断絶 した 日本海 に隔離集 団が形成 され、 これ が現在 の北 日 ・
本集団の起源 になった と考 え られ る。 また、最終氷期終 了後西南 日本 の太 平洋側
の集 団が 日本海側へ侵入 して現在 の 日本海集団 を形成 した と考 え られ る。一方 、
イ トマキ ヒ トデは最終氷 期終了後 に 日本の南方か ら分布 を拡大 し日本 沿岸 の全域
に広が った ため、 目本 沿岸 に生息す るよ うになってか らの期 間が短 く顕著 な遺伝
的分化 を生ず るには至っていない と考 え られた(図10)。
本研 究で明 らか となったイ トマキ ヒ トデ とキ ヒ トデの遺伝 的集 団構 造 に関す る
情報 は、 日本 沿岸 の ヒ トデ類 の集団 に関す る研究の端緒 とな り、地域集 団 を管理
単位 とした将来的 な ヒ トデ類 の資源管理や、他の沿岸 生物 との関連 を明 らか にす









































































Noiの 遺 伝的距離Neiの 遺伝的距離
図2イ トマ キ ヒトデ とキ ヒトデ に お ける 地 域 間 の 類 縁 関 係(UPGMA)











































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
ヒトデ類は二枚貝などの海産有用種を捕食することや,延 縄や刺 し網などの漁獲物を捕食すること,
また漁網に絡んで作業の支障になることなどか ら,水 産増養殖,漁 業の現場では害敵生物 として位置
付け られている一方,沿 岸生態系のKey-speciesと されることもあ り,適 正な資源管理が求められる
種である。しかし,産 業的に重要ではないことや水圏に生息するために生態観察が困難なことから,
これ らの集団に対する生態学的,あ るいは遺伝学的研究はほとん ど行われてこなかった現状である。
本論文は,ヒ トデ類 の中で 日本沿岸 に広 く分布 す る代表的 な2種,イ トマキ ヒ トデ(A∫f副 πα
ρ86珈舵昭)と キヒ トデ 傭 ∫6磁∫α〃2媚6競∫)に 焦点を当て,資 源管理の基本 となる集団の構成,地 理
的分化の有無や地域間の混合の程度などの遺伝的集 団構造を明らかにす ることを目的 とし,以 下の結
果を得ている。
(1)イ トマキヒトデとキヒ トデのアイ ソザイムの検出を,デ ンプンゲル電気泳動法を用いて詳細に
行い,両 種 とも高い変異性を保有することを明らかにした。
(2)イ トマキヒ トデ とキヒトデの ミトコンドリアDNAのPCR-RFLP分 析によ り得 られた変異が母
性遺伝することを交配実験によって確証 した。
(3)ア イソザイム分析 とmd)NAのPCR-RFLP分 析によって,イ トマキヒトデは地域間の遺伝的分
化の程度が低いこと,し か しmtDNA分 析では北 日本 と西南 日本の地域間で 自由な遺伝子の交流が妨
げられていることを明確に示 した。
(4)ア イソザイム分析 とmのNAのPCR-RFLP分 析によって,キ ヒトデは地域間の遺伝的分化の程
度力状 きく,地 域 ごとに遺伝的に分化 した集団が形成 され ることを明確 に示 した。 さらにmtDNAの
ハプロタイプ間の遺伝的差異(制 限サイ トの数)の 違いがイ トマキヒ トデ と比較 して大きいことを明
らかにした。
(5)こ れ らの結果か ら,同 所的に生息する2種 の集団構造の違いが現在の生態的特徴に起因するよ
りも,2種 が 日本列島に生息範囲を拡大してからの歴史的時間の違いで説明できることを示 した。
本論文は,こ れまで明確に遺伝支配の推定がなされていなかったアイソザイムの変異を詳細に明ら
かにし,そ れまでの報告 とは異なる精度で高い遺伝的変異性を明らかにしたこと,そ してそれを標識
として集団構造解析を行ったことが評価できる。また,ヒ トデ類の集団構造を,同 所的に生息するが
異なる分類群に属する2種 を選択 し,そ れ らを同一地域で同一の時期に採集 した標本を用いて,異 な
る性格(核 内遺伝子 と核外遺伝子)の 遺伝マーカーを使って調べ ることにより,同 一の時空間的断面
でデータをえるという独創によってデザインされた本論文の構成は高 く評価できるものである。
よって本論文は,博 士(農 学)の 学位を授与するに値するものと判定 した。
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